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所見による手術的根治度が Aである胆管癌外科手術組織検体 41症例 
(ホルマリン固定，パラフィン包埋)を用いて，酵素抗体法にてMSX2の 
免疫組織化学染色を行った．10％以上の染色性を以て陽性と判断した． 
    ② 胆管癌でのMSX2の発現を遺伝子レベルで確認するために，凍結保存 
された胆管癌などの外科手術組織検体を用いて，Laser MicroDissection 
法(LMD法)にて胆管癌組織・正常胆管組織を各々6症例ずつ選択的に 




③ 胆管癌診断におけるMSX2 mRNA発現量測定の有用性について検討 
するために，ERCPで得られた胆管ブラシ擦過検体(胆管癌 29症例， 
炎症性良性胆管狭窄 16症例)を用いて定量化 RT-PCR解析を行った． 
また，細胞診の結果と併せて検討を行った． 







    ② 外科手術組織検体を用いた LMD法による定量化 RT-PCR解析にて， 
胆管癌上皮組織において正常胆管組織よりも有意に高い遺伝子レベル 
でのMSX2の発現を確認し得た(p=0.035)． 
    ③ 胆管ブラシ擦過検体を用いた定量化 RT-PCR解析にて，胆管癌症例に 
おいて炎症性良性胆管狭窄症例よりも有意に高い遺伝子レベルでの 
MSX2の発現を認めた(p=0.013)．また胆管癌の診断における細胞診の 
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診断能は，感度 55.2%，特異度 100％，正診率 71.1％であったのに対し，
MSX2 mRNA発現量測定は 0.176コピー/GAPDHをカットオフ値とする
と，感度 79.3％，特異度 56.3％，正診率 71.1％の結果が得られた．また
細胞診と併用した場合には感度 86.2％，正診率 75.6％と軽度上昇を認め
た． 
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Ⅱ 研究背景 
 本邦において胆道癌 (肝内胆管を除く) は社会の高齢化とともに年々増加しており， 
1980年に約8000人であった年間死亡者数 1) が，2008年には17311人(男性8307人， 













な場合が多い．近年，胆管癌の術前診断として内視鏡的逆行性胆管膵管造影 (ERCP,  
Endoscopic Retrograde CholangioPancreatography) 時に同時施行可能である経 
乳頭的アプローチの有用性が認められてきており，胆管生検，ブラシ擦過細胞診， 



















































のインフォームドコンセントを得た．対象は，2000年 2月から 2007年 12月までの 
期間に当院肝・胆・膵外科で施行された胆管癌手術症例のうち，術中肉眼所見による 
手術的根治度が A (sCur A)，すなわち肝転移，腹膜播種，遠隔転移を認めず{H0，P0， 
M(-)}，胆管切離(剥離)断端から 5mm以内に癌浸潤がなく(DM0，HM0，EM0)， 
郭清リンパ節群が転移リンパ節群を上回り(D-Number > N-number)，癌の遺残がない 
とされる 41症例とした 23)．次に免疫組織化学染色の手法についてであるが，酵素 
抗体法を用いた．ホルマリン固定及びパラフィン包埋された検体切片を脱パラフィン 
化し，Target Retrieval Solution (DAKO, Carpinteria, CA) に浸した状態でマイクロ 
ウェーブによる抗原賦活化処理を施した後，0.3％過酸化水素加リン酸緩衝液に 30分 
間浸して内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害した．1次抗体は rabbit polyclonal  
Msx2 / Hox8 antibody (abcam, UK)(ab69058) を 100倍希釈し 5μg / mlとしたもの 
を用いた．1次抗体滴下後 16時間程度 4℃下で冷蔵保存した．2次抗体はヒスト 
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ファイン SAB-PO(R)キット (Nichirei, Tokyo, Japan) (code 424032) を用いた． 
ビオチン標識 2次抗体を滴下後 45分間室温で保存し，ペルオキシダーゼ標識 
ストレプトアビジンを滴下し 30 分間室温で保存した．その後 0.005%過酸化水素加






良好な染色性を認めた (図 1 - A)．一方，MSX2 coding lesionを含まないベクターを 
導入した B-3EVを樹立し，ヌードマウスの皮下に注入し形成された腫瘍組織には 
明らかな染色性を認めなかった(図 1 - B)．また，外科手術組織検体 41症例のうち 
肝門部胆管癌 3症例を用いて，ヘマトキシリン・エオジン染色像で正常と判断した 
小葉間胆管上皮を正常胆管上皮と定義し，これらについても染色性の検討を行った． 
手術検体 41症例の概要については表 1 に示す通りであった． 
 
2 外科手術組織検体を用いての定量化 RT - PCR 解析による胆管癌におけるMSX2の
発現の検討 
方法 1 に引き続いて胆管癌における MSX2 の発現について検討するために，定量
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化 RT-PCR解析を行い遺伝子レベルでのMSX2の発現を評価した．検体から RNA 
を抽出するにあたって，選択的に組織を集めることのできる Laser MicroDissection 
法 (LMD法) を用いた．当院肝・胆・膵外科で施行された手術にて摘出された組織 
検体を直ちに Tissue-Tek O.C.T. compound medium (Sakura, Tokyo, Japan) に包埋 
し，液体窒素に浸して冷凍後，－80℃で保存した．その後凍結組織をクライオ 
スタット (Jung CM3000;Leica, Nussloch, Germany) を用いて 8µm厚に薄切し，次 
にLeica CIR MIC system (Leica Microsystems, Wetzkar, Germany) を用いてLaser 
MicroDissectionを行い，1症例につき 12個ずつ，組織を選択的に回収した (図 2 - A,B)． 
回収した組織からmirVanaTM miRNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster 
City, CA) を用いて total RNAを抽出し，ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop,  
Wilmington, DE) を用いて RNAの濃度を調製した後，4ngの RNAを鋳型として， 
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (QIAGEN, Germany) 及び LightCycler  
(Roche diagnostics, Basel, Switzerland) を用いて定量化 RT-PCR解析を行った 
(図 1 - C)．使用したプライマーはMSX2が forward 5’ CCGCCTCGGTCAAGTCGGA- 
AAAT 3’，reverse 5’ TGGAGAGGTACTGTTTCTGACGG 3’ であり，glycer- 
aldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) が forward 5’ GGCGTCTTCACC- 
ACCATGGAG 3’，reverse 5’ AAGTTGTCATGGATGACCTTGGC 3’ であった．PCR 
を定量化するために，プラスミドベクターを用いてクローニングしたMSX2及び 
GAPDHをスタンダードとして用いた．定量化 RT-PCRにて算出されたMSX2及び 









3 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化RT-PCR解析による胆管癌におけるMSX2  
  の発現の検討 
 方法 1，2の結果をふまえて，本研究の主な目的である胆管癌診断におけるMSX2  
mRNA発現量測定の有用性について検討するために，ERCPで得られた胆管ブラシ 
擦過検体を用いて定量化 RT - PCR解析を行った．2007年 6月から 2010年 5月まで 
の期間に当科で施行した ERCP症例のうち，外科手術組織診で癌と診断された胆管 
癌 29症例，及びコントロールとして炎症性良性胆管狭窄 16症例を対象とし，胆管 
狭窄部をブラシ擦過したものを検体とした．全患者から書面で本研究に関する 
インフォームドコンセントを取得し，また本研究は本学倫理委員会から承認を受けた 
(no.2008-506)．ブラシは外径 2.1mm，ブラシ長 11.5mmの Rapid ExchangeTM  
サイトロジーブラシ (Boston Scientific Corporation, Tokyo, Japan) を用いた．検体 
からRNAを抽出し定量化RT-PCR解析を行うまでの流れについては方法 2と同様で 
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ある．胆管癌症例，炎症性良性胆管狭窄症例の概要については表 3 ～ 5に示す通りで 
あった．炎症性良性胆管狭窄に関しては，外科手術症例は病理組織診断にて悪性所見 





  の定量化 RT - PCR解析による，胆管癌におけるMSX2の発現と臨床病理学的 
因子及び累積生存率との関連性についての検討 




 本研究での統計学的解析はすべて，ソフトウエア エクセル統計 2008 (Social  
Survey Research Information Company Limited, Tokyo, Japan) を用いて行った． 
各々の結果については，Mann - Whitney U test，Fisher’s exact probability test， 
Yates補正m×n Chi square testのいずれかを適切に選択し検定を行った．累積生存 
率については Kaplan - Meier 法 (Log rank test)を用いて検定を行った．各検定結果 
はすべて p < 0.05である場合に有意差があると判定した．MSX2 mRNA発現量と 
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 41症例中 28症例 (68.3 %) で核に染色性を認め，陽性と判断した．正常胆管の陰性





2 外科手術組織検体を用いての定量化 RT - PCR 解析による胆管癌におけるMSX2の
発現の検討 
 正常胆管組織群と比べて胆管癌組織群で有意に高いMSX2 mRNA発現を認めた 
(図 2 - D)(p = 0.035, Mann - Whitney U test) (平均発現量±標準誤差は胆管癌上皮 




3 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化RT-PCR解析による胆管癌におけるMSX2  
  の発現の検討 
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 炎症性良性胆管狭窄症例群と比べて胆管癌症例群で有意に高いMSX2 mRNA発現 
を認めた(図 3 - A) (p = 0.013, Mann - Whitney U test) (平均発現量±標準誤差は胆管 
癌群 1.816±0.768, 炎症性良性胆管狭窄群 0.218±0.050)．結果に基づいて ROC 
曲線を描いたところ，カットオフ値を 0.793コピー/GAPDHと定めた場合に偽陽性 
率が 0％となったが，感度が 27％と低値であった．そのため感度と特異度の調和を 
図るべくカットオフ値を 0.176コピー / GAPDH と定めたところ，79.3 % の感度が 
得られた (図 3 – B)．また，MSX2 mRNA発現量測定を病理細胞診と併用した場合 
には，感度 86.2 %，正診率 75.6 % と軽度上昇を認めた (表 6)． 
ここで典型的な胆管癌の 2症例を提示する．1例目は術前病理診断が陽性で且つ 
MSX2 mRNAも高値を呈した症例である (図 4)．47才女性で，黄疸を主訴に入院と 
なり，ERCPを施行したところ膵管胆管合流異常及び上部胆管に狭窄を認めた (図 4 –  
A)．ブラシ擦過細胞診では明瞭な核小体及び腫大した核を有する大小不同の目立つ 
細胞が不規則に重なり，核クロマチンの増加も認められ Class Ⅴと診断された (図 4 – 
B)．MSX2 mRNA発現量はカットオフ値の 0.176を大きく上回る 1.154 コピー /  
GAPDHで，手術標本による最終病理組織診断は中分化型管状腺癌であった (図 4 - C)． 
対照的に 2例目は，術前病理診断は偽陰性であったがMSX2 mRNAは高値を呈した 
症例である (図 5)．66才女性で，全身掻痒感と右季肋部痛を主訴に入院となった． 
ERCPでは下部胆管に狭窄を認め (図 5 - A)，ブラシ擦過細胞診では軽度の核腫大と 
明瞭な核小体が認められるものの核の異型性や核クロマチンの増加に乏しく，反応性 
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変化の範疇として ClassⅡの診断結果であった (図 5 - B)．しかしMSX2 mRNAは 
1.467 コピー / GAPDHと高値で，手術標本による最終病理組織診断は，腫大した核 
を有する異型細胞が腺管構造を呈して浸潤性に増殖しており，高分化型を主とする 




















られている．膵癌では K-ras遺伝子の活性化変異が 90%に認められ，MSX2が細胞 
増殖に関与する代表的なシグナル伝達経路の 1つである Ras-Rafシグナル経路の 
標的遺伝子であることが示されている 24)．一方，胆道癌においても K-ras遺伝子変異 
が 45～84%で認められ，変異パターンが膵癌と類似している 25)．また，上皮間葉 
形質転換 (EMT, Epithelial to Mesenchymal Transition) は，発生過程で杯上皮細胞 
が間葉系細胞の形質を得て細胞移動する現象を指し，上皮由来の癌が転移能を獲得 
する際にも認められることが示唆されている 26,27)．膵癌においても EMTが癌進展に 
関与しており 28-30)，MSX2 が膵癌の EMT を誘導することも示されている 31)．一方
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Class Ⅴの診断が得られた膵癌でMSX2が有意に高発現していた 34)．さらに，MSX2 
強制発現膵癌細胞株 B7をヌードマウス膵に同所移植すると，コントロール膵癌細胞
株に比べ有意に肝転移が高頻度に認められるようになり，MSX2 siRNA にて発現が
抑制された膵癌細胞株 Panc-1では腹膜播種が減少した 31)．本研究の免疫組織化学 






報告があるが 35)，本研究では免疫染色，定量化 RT-PCR 解析ともに MSX2 陽性群，
陰性群の間に累積生存率に関して明らかな有意差を認めなかった．癌におけるMSX2 
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胆管癌診断における正診率向上を目的としてこれまで様々な試みがなされている． 
生検検体を用いての p53もしくは Ki - 67による免疫染色は，組織診との併用により 
感度が 53 % から 75 % へと上昇を認めたものの，特異度の低下を認めた 39)．また 
生検検体を用いてのテロメラーゼ活性測定は，p53の過剰発現と併せた場合に感度の
上昇が得られたが，対象症例数が 16例と比較的少ないものであった 40)．ブラシ擦過
検体においては，aspartyl beta - hydroxylase及び HOXB7 mRNAの測定を細胞診と
併用した場合に感度が 82 % にまで上昇を認めた 41)．また，ヒト膵癌を対象とした 
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Ⅶ 結論 
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2 外科手術組織検体を用いての定量化 RT - PCR 解析による胆管癌におけるMSX2の
発現の検討 
A：切片にヘマトキシリン染色を行い，癌組織を選択的に回収するために，レーザー 
を照射する位置 (黄色の点線) を定めた状態． 
B：レーザーを照射し癌組織を回収した後の状態． 
C：定量化 RT - PCR 解析の概要を示す．縦軸を蛍光強度，横軸をサイクル数と規定 
することで描かれる Amplification Plotは，各症例の初期鋳型量を計算するのに 
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  の発現の検討 
A：胆管癌群と炎症性良性胆管狭窄群の定量化 RT-PCR解析結果の比較． 
B：定量化 RT-PCR解析結果に基づき作成した ROC曲線．赤色の点はMSX2 mRNA  
0.176コピー / GAPDHをカットオフ値とした点を示している． 
 





5 術前病理診断は偽陰性であったがMSX2 mRNAは高値を呈した胆管癌の 1例 
A：ERCP像 (黄矢印は下部胆管狭窄部を示す)． 
B：胆管狭窄部ブラシ擦過細胞診像． 





  の定量化 RT - PCR解析による，胆管癌におけるMSX2の発現と臨床病理学的 
因子及び累積生存率との関連性についての検討 
A：外科手術組織検体を用いての免疫組織化学染色による，MSX2陽性症例群と陰性  
   症例群の累積生存率曲線 
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図 1 
A                   B 
   






E                     
          
中分化型管状腺癌 ×600 
×600 ×600 
乳頭腺癌 ×600 正常胆管 ×600 
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図 2 
A                    B 
   
 
C                     D 






- 33 - 
 
図 3   
A                B 
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図 4 
A                    B 
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図 5 
A                    B 
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図 6 
A                   B 

















発現の検討                        
 ～ 症例の概要 ～ 
 
男女比             30 : 11 
平均年齢            66.4才 
病変部位 
 肝門部            17例 
 中下部            24例 
病理組織型 
 乳頭腺癌            5例 
 高分化型管状腺癌        8例 
 中分化型管状腺癌       23例 
 低分化型管状腺癌        4例 
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2 外科手術組織検体を用いての定量化 RT - PCR 解析による胆管癌におけるMSX2の
発現の検討                        
～ 検体の概要 ～ 
 
             胆管癌組織群   正常胆管組織群     p値 
             (n=6)        (n=6) 
男女比          5 : 1         4 : 2        > 0.99 
年齢 (平均±標準偏差)  65.5±7.6      66.8±7.2     0.762 
 
 
3 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化RT-PCR解析による胆管癌におけるMSX2  
  の発現の検討                           
～ 症例の概要 ～ 
 
             胆管癌群    炎症性良性胆管狭窄群    p値 
             (n=29)        (n=16) 
男女比           19 : 10         11 : 5           0.912 
年齢 (平均±標準偏差)   66.3±9.4      58.8±16.2      0.158 
病変部 (肝門部 : 中下部)   18 : 11        5 : 11          0.095 
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4 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化RT-PCR解析による胆管癌におけるMSX2  
  の発現の検討             ～ 胆管癌 29症例の病理診断の内訳 ～ 
 
乳頭腺癌         1例 
高分化型管状腺癌     9例 
中分化型管状腺癌    15例 
低分化型管状腺癌     2例 
腺扁平上皮癌       1例 
腺内分泌細胞癌      1例 
 
5 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化RT-PCR解析による胆管癌におけるMSX2  
  の発現の検討       ～ 炎症性良性胆管狭窄 16症例の原因疾患の内訳 ～ 
 
慢性膵炎           6例 
IgG4関連硬化性胆管炎   5 例 
胆道結石症         2 例 
先天性胆道拡張症      2 例 
特発性胆管狭窄        1 例 
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6 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化RT-PCR解析による胆管癌におけるMSX2  
  の発現の検討        
～ 細胞診，MSX2 mRNA発現量測定，及びそれらを 
併用した場合での 感度，特異度，正診率の比較 ～ 
 
                  感度 (%)  特異度 (%)  正診率 (%) 
細胞診                55.2     100      71.1 
MSX2 ≧0.176 コピー / GAPDH      79.3          56.3      71.1 
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7 外科手術組織検体を用いての免疫組織化学染色及び胆管ブラシ擦過検体を用いて 
  の定量化 RT-PCR解析による，胆管癌におけるMSX2の発現と臨床病理学的 




MSX2陽性群 (n=28) MSX2陰性群 (n=13)  p 値 
男女比            23 :  5           7 : 6          0.127 
年齢 (70才以上 : 未満)      11 : 17                6 : 7           0.940 
部位 (肝門部 : 中下部)       9 : 19         8 : 5         0.151 
管状腺癌分化度 (高 : 中 : 低)   4 : 19 : 2               4 : 4 : 2        0.373 
深達度 (m : fm : ss : se)      0 : 2 : 26 : 0       1 : 1 : 10 : 1        0.866 
hinf (0 : 1a : 1b : 2 : 3)        24 : 0 : 4 : 0 : 0             6 : 2 : 2 : 2 : 1     0.273 
panc (0 : 1a : 1b : 2)       14 : 7 : 5 : 2        10 : 0 : 1 : 2      0.419 
pv (0 : 1 : 2 : 3)              26 : 1 : 1 : 0       11 : 0 : 1 : 1      0.949 
a (0 : 1)            27 : 1          12 : 1        0.834 
t (1 : 2 : 3 : 4)          1 : 15 : 7 : 5      2 : 2 : 3 : 6       0.214 
n (0 : 1 : 2)            26 : 2 : 0        10 : 2 : 1       0.851 
fStage (Ⅰ:Ⅱ:Ⅲ: Ⅳa: Ⅳb)    1 : 15 : 7 : 5 : 0     2 : 1 : 4 : 5 : 1    0.275 
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MSX2陽性群 (n=28) MSX2陰性群 (n=13)   p 値 
間質量 (med : int : sci)      1 : 11 : 16          0 : 4 : 8       0.901 
INF (α:β:γ)         1 : 11 : 16       0 : 4 : 8       0.901 
ly (0 : 1 : 2 : 3)           11 : 13 : 2 : 2       5 : 6 : 1 : 1     0.865 
v (0 : 1 : 2 : 3)           5 : 11 : 9 : 3        4 : 3 : 4 : 2     0.905 
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8 外科手術組織検体を用いての免疫組織化学染色及び胆管ブラシ擦過検体を用いて 
  の定量化 RT-PCR解析による，胆管癌におけるMSX2の発現と臨床病理学的 
因子及び累積生存率との関連性についての検討 
    ～ 胆管ブラシ擦過検体を用いての定量化 RT - PCR解析による，胆管癌 
29症例中のMSX2陽性群，陰性群での各臨床病理学的因子別比較 ～ 
 
                     MSX2陽性群  MSX2陰性群    p値 
                 (n=23)     (n=6) 
男女比               14 :  9       5 : 1        0.633 
年齢 (70才以上 : 未満)       10 : 13       1 : 5       0.362 
部位 (肝門部 : 中下部)        16 : 7       2 : 4       0.164 
病理細胞診 (ClassⅤ : Ⅰ～Ⅲ)     14 :  9      2 : 4       0.364 
肉眼形態 (結節型 : 乳頭型 : 平坦型)  15 : 3 : 2       5 : 0 : 1      0.931 
管状腺癌分化度 (高 : 中 : 低)      8 : 12 : 2     1 : 3 : 0      0.917 
リンパ節転移 (pN0 : pN1)       12 : 9      4 : 2       > 0.99 
静脈侵襲 (v0 : v1 : v2 : v3)       2 : 4 : 7 : 8     0 : 1 : 3 : 2     0.965 
肝転移 (有 : 無)           1 : 22      0 : 6        > 0.99 
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